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(57) Abstract 

A biomaterial comprises at least one compound consisting of 
an association of collagen, acetylated chitosan with a degree of acety- 
lation between approximately 10% and approximately 40%, and gly- 
cosaminoglycanes. It is applicable in orthopedics and plastic surgery 
and in the production of extracellular matrices for the regeneration 
of nerve cells and bones and of biocompatible envelopes. It is partic- 
ularly applicable to the production of an artificial skin consisting es- 
sentially of a velvet-type dermal layer obtained from biomaterials 
such as that described above. The process for obtaining this dermal 
layer consists in adding chitosan to a collagen solution, and then ad- 
ding a mixture of chondroitin 4- and 6-sulphates to the coHagen-chi- 
tosan solution. 

(57) Abrege 

Ce biomateriau comporte au moins un compose constitue par une association de collagene, de chitosan acetyle a un 
degre d'acetylation compris entre environ 10 et environ 40% et de glycosaminoglycanes. II irouve des applications en or- 
thopedic et en chinirgie plastique et pour la realisation de matrices extracellulaires pour la regeneration des cellules ner- 
veuses et des os ainsi que d'enveloppes biocompatibles. Une application particuliere est la realisation d'une peau artifi- 
cielle essentiellement constituee d'une couche dermique de type velours obtenue a partir des biomat^riaux tels que ceux 
decrits ci-dessus. Le proced6 d'obtention de cctte couche dermique consiste k ajoutcr une solution de collagene du chito- 
san, puis a ajouter a la solution collagdne-chitosan un melange de chondroitines 4- et 6-sulfate. 
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NOUVEAUX BIOMATERIAUX A BASE DE MELANGES DE COLLAGENE, 
DE CHITOSAN ET DE GLYC05AMIN0GLYCANES, LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION AINSI QUE LEURS APPLICATIONS 
EN MEDECINE HUMAINE 
5 La presente invention concerne de nouveaux biomateriaux a base 

de melanges de collagene, de chitosan et de glycosaminogiycanes, leur 
precede de preparation ainsi que ieurs applications notamment en derma- 
tologie pour le recouvrement des brules et en chirurgie plastique. 

Selon ^invention, ces nouveaux biomateriaux soi^t caracterises en 
10 ce qu'iis comprennent au moins un compose constitue par une association de 
collagene, de chitosan et de glycosaminogiycanes. 

Le chitosan, de preference obtenu par simple desacetylation de la 
chitine, reste acetyle a un degre d*acetylation compris entre environ 10 % 
et environ W %. 

15 Les biomateriaux selon I'invention peuvent Stre utilises dans 

toutes les pertes de substance et pour la reconstitution de tous les tissus. 

En effet, les caracteristiques physiques (resistance, elasticite, 
taille des pores, temps de degradation...) peuvent etre modifiees et adaptees 
a l*utilisation prevue en jouant sur la proportion des differents constituants. 
20 Une fois implantee, la matrice extracellulaire que constitue ce 

, biomateriau sera colonisee par les cellules adequates qui reconstitueront in 
vivo le tissu qui leur est specifique. 

C*est ainsi que les osteoblastes vont synthetiser un tissu conjonctif 
qui se caicifiera pour donner de l*os. Les fibroblastes donneront des tissus 
25 conjonctifs (dermes, arteres.-) et les cellules nerveuses des nerfs. 

La presente invention va d'abord etre decrite dans une de ses 
applications tres importantes qui est une peau artificielle permettant la 
reconstitution simuitanee du derme et de Tepiderme tout en evitant la 
formation de cicatrices hypertrophiques. 
30 Cette peau artificielle, entierement biodegradable, trouvera ses 

principales applications pour le recouvrement precoce des brules apres 
excision precoce des tissus necroses, ainsi que pour le traitement des plaies 
cutanees de I'homme et des animaux. 

On salt qu'en cas de brulures profondes et etendues, il est 
35 indispensable de reconstruire le plus rapidement et le plus durablement 
possible une barriere cutanee impermeable, d'une part, pour proteger les 
brules des infections et des pertes calorico-azotees, d'autre part, le derme 



wo 88/10123 



PCT/FR88/00303 



2 

sert de moule poureviter ies cicatrices hypertrophiques et les retractions 
dues a la proliferation anarchique des fibroblastes. 

Les homogreffes sont coQteuses et ne constituent pas une cou- 
verture efficace, car eUes sont tres souvent rejetees, ce qui entraine un 
5 choc supplementaire pour les malades. 

Les techniques classiques d'autogref f e ne sont, par . aiileurs, rea- 
iisables que dans ie cas de brulures moyennement etendues. 

Les progres de ia reanimation medico-chirurgicaie permettent, a 
i'heure actuelle, de maintenir en vie des brules atteints a 80 % de ia 
10 surface cutanee. Ces progres ont eu comme consequence d'accroitre les 
besoins en peau ou equivalent de peau. 

De nombj?euses recherches ont ete entreprises dans ce but. 

C'est ainsi que Green et O'Connor se sont donne pour but de 
reconstituer I'epiderme a partir de cultures de keratinocytes provenant des 
15 propres cellules du malade. 

Bell et son equipe ont, par aiileurs, mis au point un equivalent de 
peau constitue d'une couche dermique de fibroblastes autologues et de 
collagene bovin et d'une couche epidermique de keratinocytes autologues* 

II convient de noter que la mise en oeuvre de ces deux techniques 
20 necessite un temps d'attente de vingt-et-un jours (correspondant a la duree 
de culture des cellules) avant de pouvoir disposer de la peau artificielie 
convenant au patient. 

Une troisieme technique a ete mise au point par Yannas et Burke 
(Jal of Biomedical Materials Research-Vol 1*, 65-81, 107-131, 511-528 
25 (1980) et FR-A-2 332 863). 

La peau artificielie proposee par ces auteurs comprend deux 

couches : 

- un equivalent dermique constitue de collagene de veau et d'un 
glycosaminoglycane (GAG), la chondrortine 6-sulfate, et reticule par du 

30 glutaraldehyde ; 

- un pseudo-epiderme temporaire en resine de silicone, 
non-biodegradable limitant les pertes exudatives de la phase precoce et 
faisant office de barriere contre les agents infectieux, venant recouvrir la 
couche dermique. 

Cette peau artificielie est mise en place apres excision precoce du 
, tissu brule au troisieme degre (^8 a 72 heures apres la brulure). Le rese'au 
collagene - GAG contient des pores a travers lesquels le neoderme endogene 
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est en quelque sorte "canalise". Ainsi est reconstitue un tissu cicatriciei 
"domestique", tres proche du derme normal, et au niveau duquel la synthese 
de collagene par les fibroblastes ne se fait pas de fagon anarchique a la 
difference du tissu de granulation habituel. Lorsque la couche dermique est 
5 revascularisee (3 a ^ semaines), et lorsque Ton dispose de cellules epi- 
dermiques, la membrane de silicone est enlevee . On peut alors mettre en 
place soit une greffe epidermique extremement mince, en filet ^- ou 9, 
(prelevee sur les zones donneuses restantes), 

Ce procede de recouvrement cutane apres excision precoce, deja 
10 teste aux USA sur plus de deux cents bruies, dans cinq centres, s*avere 
particulierement efficace, tant pour combattre les pertes exudatives hydri- 
ques et calorico-azotees de la phase precoce, que pour prevenir I'infection 
et pour diminuer ^importance des sequelles hypertrophiques et retractiles. 

Cette matrice, compacte et reticulee, est colonisee par les fibro- 
id blastes du blesse qui synthetisent leur propre collagene et toutes les 
proteines humaines necessaires a la reconstitution du tissu conjonctif. 

Le temps de degradation du derme artificiel, qui est de vingt-cinq 
jours, correspond au temps de cicatrisation de la plaie. 

Ainsi canalises, les fibroblastes du brule ' peuvent prendre une 
20 bonne orientation, ce qui evite les cicatrices hypertrophiques. 

II reste naturellement a epidermiser dans un second temps. 
Ce materiau repond aux besoins d'urgence, II peut etre sterilise et 
stocke en grande quantite. 

Cette technique, pour interessante qu'elle soit, presente pourtant 
23 plusieurs inconvenients, tant en ce qui concerne le derme, qu'en ce qui 
concerne le pseudo-epiderme. 
Pour le derme : 

L'association du collagene et des glycosaminoglycanes decrite par 
YANNAS et BURKE donne des materiaux composites dans lesquels les 

30 constituants sont aisement dissociabies en raison notamment de la pauvrete 
du collagene en fonctions basiques ionisables. Ces materiaux composites sont 
solubles dans les liquides de I'organisme et doivent etre reticules au niveau 
du collagene pour que soit possible leur utilisation en milieu aqueux. 
Cependant, la faible cohesion entre le collagene reticule et les glycosami- 

33 noglycanes acides est responsable d'un relargage progressif des GAG a 
chaque fois qu'une immersion dans une solution aqueuse est necessaire 
(hydratation, lavage, neutralisation, etc.). Le relargage, qu'il est difficile 
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de controler, modifie.de fagon importante la composition finale des dermes. 

Pour diminuer sa degradation, augmenter sa resistance, il est 
necessaire de reticuier le coprecipite de colIagene-GAG, soit par reticu- 
lation chimique utilisant le glutaraldehyde, produit toxique pour I'organisme, 
5 ce qui necessite, d'une part, d'eliminer le glutaraldehyde en exces et, 
d'autre part, de controler son elimination du produit fini, soit par reticu- 
lation physique par action simultanee de la chaleur et du vide. 

Pour le pseudo-epiderme : 

Le pseudo-epiderme en resine de silicone n'est pas biodegradable. 
10 II est done necessaire de I'enlever chirurgicalement avant d'epider miser. 

II est, par ailleurs, inutilisable com me support de culture in-vitro 
et in-vivo. 

La derniere technique en date, est celle propose par WIDRA 
(EP-A-0 089 152 et EP-A-0 138 385), qui propose une peau artificielle 
15 realisee a partir de i'association de composes anioniques derives de la 
keratine et de biopolymeres cationiques tels que le chitosan et ie collagene. 

Ces composes sont applicabies en deux etapes pour former, in situ, 
une membrane hydrogel qui forme une carapace protectrice et, en fin de 
cicatrisation, durcit et tombe. 
20 Dans la presente invention, les Inventeurs se sont donne pour but 

de preparer une nouvelle peau artificielle ne presentant pas les defauts des 
techniques mentionnees ci-avant. Dans ce but, ils se sont fixe certains 
criteres auxquels devront satisfaire le derme et Tepiderme. 
Le derme devra, bien entendu : 
25 - faciliter la migration des fibroblastes et des cellules endothe- 

liales ; 

- ne presenter que peu ou pas d'antigenicite, 

- se degrader a une vitesse controlable, 

- permettre de reduire et de prevenir les contractures, 

- activer la cicatrisation et prevenir Tinfection, 

- ne pas provoquer de reaction inflammatoire, 

- diminuer la douieur, 

- prevenir les cicatrices hypertrophiques. 

II devra, en outre, etre bien tolere, etre resistant et manipulable 
35 sans qu'il soit necessaire de recourir a une reticulation des constituants. 

L'epiderme devra §tre entierement biodegradable et susceptible de 
servir de support de culture ceilulaire : il devra, en outre, etre impermeable 
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aux bacteries, reguler le flux liquidien et presenter des pores de dimensions 
controiees. 

La peau artificieile seion I'invention est caracterisee en ce qu'eile 
est essentiellement constituee d'une couche dermique de type velours 
5 comprenant Tassociation de collagenes, de chitosan, de chondroltines 6 et ^ 
sulfate et eventuellement d*acide hyalurcnique. Cette couche dermique est 
associee a un pseudo-epiderme biodegradable a structure membranee. 

La composition de la couche dermique selon Tinvention est tout a 
fait originale. On sait en effet que ^addition de molecules polyanioniques ou 
10 polycationiques a du coUagene conduit a la formation de reseaux ioniques 
dans lesquels interviennent soit les groupements amine soit les groupements 
carboxyle de cette proteine. La densite de ces liaisons, dans les materiaux 
composites obtenus depend de i'accessibilite de ces groupements, de leur 
repartition et de leur nombre. 
15 II existe deja des complexes associant le collagene et le chitosan. 

C'est ainsi que KOSUGI et KOTTO (U5-A-4378017) preparent des compo- 
sites collagene bovin fibreux - chitosan macrofibrillaire de crabes utilisable 
en Industrie alimentaire. II s'agit d*un acetyl-chitosan dont le degre d'ace- 
tylation est de preference compris entre 0 et 30 %• Ce materiau fait 
20 intervenir des liaisons ioniques entre ses constituants mais celles-ci appa- 
raissent comme totalement insuffisantes pour garantir sa stabilite et sa 
solidite. II est indispensable de recourir a une reticulation chimique pour 
stabiliser le complexe. Les membranes obtenues par les auteurs sont transpa- 
rentes, tres resistantes a la traction, elastiques et thermostables. Elles sont 
25 de plus insolubles dans Teau et en milieu acide contrairement au collagene 
et au chitosan de depart pris separement. Ces membranes sont cependant 
hydratables en milieu aqueux sans qu'il y ait relargage des constituants et 
donnent des structures soupies et homogenes dont les proprietes physico- 
chimiques et biologiques sont compatibles avec leur utilisation eventuelle 
30 comme support de cultures cellulaires, 

Dans ce cas, seuls les groupements carboxyles du collagene inter- 
viennent dans la formation du reseau. 

EP-A-200 57^ decrit un biomateriau compose d'atelocoUagene, de 
N-acyl chitosan et eventuellement de chondroitines-sulfate. 

Le N-acyl-chitosan decrit dans ce document est obtenu par un 
procede en deux etapes. La premiere de ces etapes consiste en une 
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desacetylation a au moins 55 %, et de preference de 70 a 100 % de la 
chitine. La deuxieme etape consiste en une reacylation du chitosan obtenii, 
notamment avec de Tacide acetique ou succinique, jusqu*a un degre d'acy- 
lation egal a au moins 55 %, mais de preference compris entre 70 et 100 %- 

5 Get acylchitosan est acyle a un degre d*acylation au moins egal a 

55 % mais de preference compris entre 70 et 100 %. 

Or, une acylation a au moins 55 % mais de preference comprise, 
entre 70 et 100 % signifie que 1' acylchitosan presente, au maximum, ^5 % de 
fonctions amines NH^**" libres. Cela iimite les possibilites de liaison de ces 

10 fonctions amines avec des groupements COO' du collagene ou des groupe- 
ments SO^"" et COO" des chondroltines-sulf ate, seion le schema suivant : 



Acylchitosan acyle avec de Pacide acetique 



15 



I 

I 
I 



NH-CO-CH- 



NH-CO-CH. 



NH-COCI 



COO"-collagene 



COO - chondroTtines 
sulfate 



25 



30 



Le nombre de liaisons ioniques entre constituants est done rela- 
tivement faibie et le reseau ionique est beaucoup moins important. 

Ainsi, comme le precise EP-A-200 57^, il est preferable d'avoir 
recours a un precede de reticulation chimique (utilisation d'hexamethylene 
diisocyanate ou de glutaf aldehyde), afin d*augmenter, de fagon suffisante, la 
resistance et la capacite d'absorption en eau et d'empecher le relargage des 
glycosaminoglycanes* 
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Dans le cas ou I'acylation s'effectue avec un diacide comme I'acide 
succinique, cela entraine une augmentation du nombre de fonctions carbo- 
xyliques COO" qui se lient, de fagon intramoleculaire, avec les fonctions 
amines NH^"*" du succinyichitosan lui-rfieme et de fagon intermoleculaire avec 
5 les fonctions amines NH^"^ d*une autre chalne de succinyichitosan ou du 
collagene, 

U reste done encore moins de fonctions amines NH^*^ libres aptes a 
se lier avec des groupements acides du collagene et/ou des glycosamino- 
glycanes. On a : 

10 

NfT^ NH-CO-Succ-COO- NH-^ N H-Co-Succ-COO " 

i 

I / \ 

Collagene -coo- ) Chitosan-NHj*' OU NH3* 

Cdltagene 



20 Par ailleurs, le biomateriau obtenu selon I'enseignement de ce 

document doit etre reticule chimiquement afin d*etre de qualite correcte. 

Les inventeurs ont decouvert qu'ii etait possible d'obtenir des resul- 
tats tout a fait exceptionnels en formant des reseaux ioniques dans lesquels 
interviennent a la fois les groupements carboxyle et les groupements amine 
25 du collagene- 

La participation simultanee de ces deux groupements ionisables est 
obtenue en associant le collagene a la fois aux chondroltines sulfate et au 
chitosan. La structure obtenue est stabilisee par la formation de liaisons 
ioniques entre les fonctions acides des chondroTtine sulfate et les fonctions 
30 amine du chitosan. 

Cette association permet la formation de reseaux ioniques dans 
lesquels interviennent a la fois ies groupements carboxyle et amine du 
collagene qui se lient respectivement aux fonctions amine du chitosan 
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presentant un faible taux d'acetylation residuelle et aux groupe- 
ments sulfate et carboxyle des chondroitines * et 6-sulfate. En outre, les 
groupements acide et sulfate des chondroitines ^ et 6-sulfate peuvent se lier 
ioniquement aux fonctions amine du chitosan. 

La cohesion de ces reseaux ioniques est suffisamment forte pour que 
ie derme obtenu soit insoluble en milieu aqueux et pour qu'il n*existe pas de 
relargage des chondroTtines-sulfates, Cette stabilite qui se traduit en 
particulier par I'absence de relargage des chondroitines sulfate permet 
d'eviter I'utilisation des precedes habituels de reticulation par des liaisons 
covalentes (glutaraldehyde, azide d'acide, diisocyanates...). 

Le constituant majoritaire de la couche dermique selon lUnvention est 
le collagene, et de preference le collagene type I + III, natif ou sans 
telopeptides a structure helicoTdale preservee, qu*il s'agisse de collagene de 
provenance humaine, extrait du placenta, ou de collagene bovin, Ce coUa- 
15 gene soluble dans les fluides de Porganisme est entierement degradable par 
les enzymes cellulaires et est parfaitement tolere par J'organisme humain. 

Le chitosan (polyglucosamine) est le deuxieme composant du derme 
selon ^invention. Ce chitosan peut etre de differentes provenances. 
Comme mentionne ci-avant, il est obtenu en une seule etape par 
20 N-desacetylation de chitine (poly-N-acetyl-glucosamine) microfibrillaire de 
carapaces de crevettes. Ce polyoside amine presente un haut pouvoir 
d'absorption des proteines riches en acides amines acides (acides glutamique 
et aspartique). 

La Vitesse de degradation enzymatique du chitosan est fonction a la 
fois de sa masse moleculaire et de son degre d'acetylation. Le chitosan 
entrant dans la composition des dermes, objet de ^invention, presente un 
poids moleculaire moyen compris entre 150.000 et 1.000,000 et des degres 
d'acetylation compris entre W et 10 96, Ce taux d'acetylation constitue une 
difference essentieUe avec les materiaux de la technique anterieure decrite 
ci-avant ; en effet, racetyichitosan selon ^invention presente suffisamment 
de groupements amines libres pour se lier a la fois au collagene et aux 
glycosaminoglycanes. Les variations dans les poids moiecuiaires et les degres 
d'acetylation permettent de modifier la cohesion des constituants des 
dermes et de moduler ainsi leurs proprietes biologiques et physicochimiques 
en fonction des buts recherches. 

Par ailleurs, le chitosan presente des proprietes biologiques interes- 
santes utilisables en clinique. II est hemostatique et cicatrisant et peut 



25 



30 
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etre utilise comme support de culture cellulaire. Son rdle de protection de 
Torganisme animal vis-a-vis des infections bacteriennes et fongiques a ete 
egalement demontre. II agit par stimulation du systeme immunitaire et, en 
particulier, il induit I'activation des macrophages. Cette propriete a ete 
5 utilisee chez Tanimal dans le traitement des tumeurs cancereuses. 

Le chitosan et le composite coUagene-chitosan presentent done des 
propriete physicochimiques et biologiques compatibles avec leur utilisation 
comme constituant des dermes artificiels. - 

Les 3eme et 4eme constituants, les chondroTtines sulfate et I'acide 
10 hyaiuronique sont des glycosaminoglycanes. 

Les glycosaminoglycanes font partie integrante du tissu conjonctif. 
Les glycosaminoglycanes sont caracterises par des unites disacchari- 
diques lineaires, generalement constitues d'un acide uronique (acide glucuro- 
nique ou acide iduronique et d'une hexosamine (glucosamine ou galactosa- 
15 mine) tres souvent N-acetylee et esterifiee par Pacide sulfurique. 
Les principaux glycosaminoglycanes sont : 

- I'acide hyaiuronique, 

- la chondrortine ^-sulfate ou chondroltine sulfate A (CSA), 

- la chondroitine 6-sulfate ou chondroTtine sulfate C (CSC), 
■0 r le dermatane sulfate ou chondroitine sulfate B (CSB), 

- rheparane sulfate (HS), 

- le keratane sulfate (KS) qui differe des autres glycosaminoglycanes 
par la presence de galactose a la place de l*acide uronique. 

Les chondroTtines 4- et 6-sulfate sont les glycosaminoglycanes les 
5 plus repandus. Ce sont des polymeres dont I'unite fondamentale est la 
suivante : glucuronyl ( ^ l-3)N-acetylgalactosamine sulfate ( ^ \A). Les 
chondroltines 4- et 6-sulfate ne different que par la position du groupement 
sulfate. La molecule de galactosamine est esterifiee soit en position 4 
(chondrortine ^-sulfate ou chondroitine sulfate A), soit en position 6 
^ (chondroitine 6-sulfate ou chondroitine sulfate C). 

On a demontre que les glycosaminoglycanes sulfates, a I'exception du 
keratane sulfate, pouvaient former, in vitro et a des pH physiologiques, des 
liaisons ioniques avec le coUagene. Ces liaisons sont d'autant plus fortes que 
le contenu en acide iduronique du glycosaminoglycane est eleve. 
* La co-precipitation du coUagene et des chondroitine 

6-sulfate a pH acide ralentit la degradation du coUagene en masquant le ' 
site d*action de la collagenase et diminue son immunogenicite en masquant 



wo 88/10123 



PCT/FR88/00303 



10 

les sites antigeniques. Les chondrortines sulfate rendent le coilagene hemo- 
compatible en diminuant I'agregation des plaquettes et la liberation de 
serotonine. 

Les chondrprtines 6 et (^-sulfate utilisees dans la presente invention, 
5 en meme temps que le chitosan, comme precise ci-avant, sont avantageuse- 
ment associes a Tacide hyaluronique precedemment decrit qui exerce un 
role de regulation de la croissance et de la migration cellulaire.L'acide 
hyaluronique est le seul glycosaminoglycane non sulfate. 

U s'agit d'un polymere d'unite : glucuronyl ( ^ 1,3) N- acetyloglucosa- 
10 mine ( ^ 1,4). L'acide hyaluronique a un poids moleculaire variant entre 
100.000 et plusieurs millions selon le tissu considere. 

U faut souligner que I'introduction, dans des formulations a base de 
coilagene et de chondrortines sulfate, de chitosan, outre les ameliorations 
qu^elle communique au derme sur le plan biologique, apporte une solution au 
15 probleme du relargage et de la reticulation. En effet, ce polysaccharide 
presente de tres nombreuses fonctions aminees ionisables sasceptibles de se 
lier par liaison ionique a chacun des constituants du derme puisqu'iis 
presentent tous des fonctions acides (carboxylique et sulfonique) en propor- 
tion importante. 

20 Dans ce cas, et contrairement a ce qui se passe apres reticulation 

chimique du coilagene seul dans les melanges collagene-GAG connus, tous 
les constituants sont lies entre eux par un nombre de liaisons ioniques 
suffisamment important pour que le relargage soit negligeable. La compo- 
sition chimique des dermes obtenus reste invariable au cours des operations 

25 necessitant une immersion dans des solutions aqueuses. La presence de 
chitosan dans les equivalents dermiques selon ^invention permet done 
d'obtenir un materiau de composition tres definie et qui presente la 
particularite d'etre insoluble dans les fluides de Porganisme sans qu'il soit 
necessaire de recourir a une reticulation chimique covalente. 

30 Par ailleurs, la couche pseudo-epidermique recouvrant les dermes arti- 

ficiels doit avoir des proprietes physicochimiques proches des epidermes 
naturels. Cette couche doit agir comme regulateur du flux hydrique et 
comme barriere vis-a-vis des agents infectieux. Elle doit, en outre, par ses 
proprietes mecaniques, conferer a Tensemble derme-epiderme une solidite et 

35 une elasticite compatibles avec les conditions de manipulation intervenant 
au moment de la greffe (hydratation, lavage, decoupage, suture...). 
Selon rinvention, cette couche est constituee par un film de chitosan 



wo 88/10123 



PCT/FR88/00303 



11 

seul ou associe a des chondroltines-sulfate et/ou du collagene. Elle peut etre 
const! tuee egalement de ces elements seuls ou associes a des proteines de 
structure modifiees telles que les carboxymethyl ou aminoethyl-kerateines 
substituees. 

5 La couche dermique comporte entre 10 et 20 % de chitosan, entre ^ 

et 10 % de chondroltines ^- et 6- sulfate, ces pourcentages etant calcules 
par rapport au poids du collagene. 

L'utilisation d*autres polyelectrolytes en association avec une ou plu- 
sieurs de ces macromolecules ionisables est possible. En particulier les polyo- 
10 sides vegetaux (acide poiygalacturonique...) ou les poly-aminoacides peuvent 
etre employes pour la constitution de reseaux ionique^ presentant les 
proprietes physicochimiques desirees. 

Ces films composites sont rendus plus ou moins lipophiles par 
greffage chimique de substituants non toxiques tels que les acides gras ou 
15 d'autres substances hydrophobes, ou par application superficielie d'un succe- 
dane de sebum contenant des acides gras libres ou esterif ies ou toute autre 
substance contenue dans le sebum. 

Les pseudo-epidermes selon I'invention presentant I'avantage, par 
rapport aux substances, chimiques generalement utilisees pour Timpermea- 
20 biiisation des dermes, presentent une lipophilie modulable en fonction de la 
nature des substances grasses utilisees ou de la nature des substituants 
lipophiles introduits. 

La presente invention sera mieux comprise et ses avantages 
ressortiront bien des exemples suivants qui I'iliustrent sans nuUement la 
25 limiter. 

Dans tous les exemples, le chitosan est obtenu par N-desacety- 
iation de chitine (poiy-N-acetylglucosamine) microfibriiiaire provenant de 
carapaces de crevettes. II s'agit d'un chitosan dont le degre d'acetylation se 
situe entre environ 10 et environ ^0 %. 
30 EXEMPLE 1 : PREPARATION DU DERME COMPOSANT 

L'ESSENTIEL DE LA PEAU ARTIFICIELLE 

Preparation de la solution de collagene : 

Les collagenes preferes appartiennent au type III + I, au type III, 
au type I, au type IV et au type V et se trouvent sous forme natifs ou sans 
35 telopeptides, a structure helicoldale preservee, en solution ou sous forme 
fibreuse. 
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lis sont prepares, de fagon classique, a partir de derme de veau 
(collagenes commercialises en France par la S.A. de Developpement et 
d'Utllisation du Cuir). Us peuvent egaiement etre obtenus a partir de 
placenta humain (collagenes commercialises en France par Tlnstitut Me- 
5 rieux). 

La solution est realisee en melangeant a i'aide d'un agitateur 1 % 
de collagene (poids/volume) dans de Tacide acetique 0,05 M a temperature 
ambiante et pH 3,5. 

5i i'on desire un derme artificiel moins rigide, la concentration de 
10 la solution peut etre abaissee jusqu'a 0,3 % (poids/volume). 
Addition du chitosan : 

On prepare le chitosan par N-desacetylation de chitine (poly-N— 
acetyl-glucosamine) microfibrillaire provenant de carapaces de crevettes. 

- Le chitosan ainsi obtenu et hautement purifie est ajoute a la 
15 solution precedente a raison de 15 % (poids/poids) par rapport au collagene. 

Le chitosan joue, en plus de ses proprietes naturelles, le role 
d'agent reticulant ionique. Son poids moleculaire peut varier de 150 000 a 
1 000 000. 

Le degre d'acetylation, que Ton peut faire varier de ^0 a 10 %, 
20 determine le degre de reticulation, et permet done de jouer sur la vitesse 
de degradation du derme artificiel. 

Addition des chondroTtines sulfates 

- Un melange de chondroltines ^ et 6 sulfate purifie a 99 % a 
partir de cloisons nasales d'ovins est ensuite ajoute a la solution 

25 collagene-chitosan a raison de 6 % (poids-poids) par rapport a la quantite de 
collagene initiale. La presence des deux premiers composes facilite la 
solubilisation des GAG qui se dissolvent rapidement sous agitation a 
temperature ambiante. 

- On peut, a ce stade de la preparation, ajouter a la solution 
30 precedente de I'acide hyaluronique, a raison de 1 % (poids-poids) par rapport 

au collagene. Ce produit permet une amelioration de I'adhesion cellulaire et 
permet egaiement d'ameliorer encore la crolssance cellulaire, deja favorisee 
par les glucosaminogiycanes. 
Neutralisation : 

iois que Ton a obtenu un melange bien homogene des 
differents constituants, on effectue la neutralisation du derme. 

Le pH est alors ramene a 6,5-7 par une solution de NaOH N ou 
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par un tampon Tris-HCl (pH 10,5). 

Une autre methode conslste a effectuer la neutralisation apres 
lyophilisation de la solution. II faut alors rincer le derme dans deux bains 
successifs d'eau sterile, de serum physiologique ou de tampon Tris-HCl. 
5 Lyophilisation : 

La solution homogene obtenue est lyophilisee dans des lyophili- 
sateurs industriels. 

L'epaisseur du derme depend de la quantite de solution versee 
dans les moules et peut dtre adaptee aux besoins des utilisateurs. En 
10 moyenne, cette epaisseur varie de 1 a 8 mm selon I'utilisation. 

On peut aussi realiser des films a partir de la solution homogene 
precedemment preparee. 

Cette solution est versee dans des moules et maintenue dans une 
etuve a 35**C pendant ^8 heures, ce qui permet d'obtenir un derme artificiel 
15 lisse et transparent de 0,1 a 0,8 mm d*epaisseur. 

Sterilisation : 

Deux principaux procedes de sterilisation sont retenus : 

- I'alcool a 70*^ 

- les rayons gamma. 
20 Alcool a 70^ : 

Les dermes artificiels sont conditionnes dans des poches piastiques 
remplies d'alcool a 70** selon des techniques classiques evitant au maximum 
la contamination bacterienne ; tous les tests bacteriologiques realises entre 
sept jours et six mois apres le conditionnement dans Talcool se sont reveles 
25 negatifs. 

Rayonnement gamma : 

Les dermes artificiels peuvent egalement etre sterilises par des 
irradiations ionisantes. Les rayons gamma proviennent d'une source de 
cobalt 60. 

30 La dose de rayonnement peut s'etendre de 1 a 3 Megarad sans 

deterioration des proprietes du derme. 

Le derme artificiel ainsi obtenu a ete soumis a differents con- 
troles qui vont etre exposes ci-apres- Certains de ces controles sont 
representes au dessin schematique annexe, dans lequel : 
35 Figure 1 est une courbe representant la vitesse de degradation 

enzymatique du derme selon I'invention par la collagenase ; 

Figure 2 represente les spectres de diffraction aux rayons X du 
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coilagene seul ; 

Figure 3 represente le spectre de diffraction aux rayons X du 
derme artificiel selon i'invention, et d*un coliagene denature ; 

Figure ^ represente les spectres de diffraction aux rayons X du 
derme artificiel seion I'invention une fois sterilise aux rayons X et a I'aicooi 
a 70'' ; 

Figure 5 represente les resultats d'electrophorese sur un derme 
realise a partir de coliagene bovin. 

Microscopie electronique : 

La microscopie electronique a balayage permet d*observer la 
structure poreuse des dermes lyophilises, la structure lamellaire des dermes 
filmogenes, et de controler la taille des pores determinee par ie pourcen- 
tage de matiere seche du derme. 

La microscopie electronique a transmission permet de visualiser la 
structure microfibrillaire du derme selon I'invention. 

Proprietes mecanioues du derme artificiel r 

Les tests de resistance des materiaux a la traction sont realises 
sur un appareU de mesure ADAMEL LHOMERGY DY 2ib. Les echantillons 
sont prepares sous forme d'halteres de 0,5 cm de large sur 3 cm de long et 
0,33 mm d'epaisseur. Chaque extremite de I'eprouvette est pincee fortement 
entre les mors de i'appareil. 

Les mesures d'etirement sont realisees a une vitesse de 5 ou 
iOmm/minute suivant les echantillons. Trois essais sont realises pour chaque 
mesure- Les resultats sont donnes dans le tableau I ci-apres. 
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La comparaison des echantilions constitues de collagene seul, de 
collagene et de giycosaminoglycanes et de collagene, chitosan et glycos- 
aminoglycanes montre que la presence du chitosan augmente de fa^on 
importante la resistance mecanique du derme artificiel. 
5 . Comme on peut le voir, I'incorporation de 15 % en poids de 

chitosan muitipiie par quatre la force necessaire pour obtenir la rupture du 
compose. Ceci montre ciairement la forte cohesion des trois molecules 
entre elles. 

Etude de ia vitesse de degradation enzymatique du derme arti- 
10 ficiel par la coUagenase ; 

Les mesures conductimetriques sont realisees selon la technique 

suivante : 

^ ml d'une suspension d'echantillon dans du tampon TrisCaCl2 

ImM pH 8 sont places dans une cellule thermostatee a 30*'C. 

1^ La conductance est enregistree grace a un pont de mesure a 

transformateur WAYNE-KERR B 6^^1 des que la stabilite thermique est 
atteinte (au bout de dix minutes environ). L 'enzyme (coilagenase de 
Clostridium histolyticum EC 3^ 2^3 - Sigma Numero C-0773) est aiors 
Introduite dans la cellule (concentration finale en enzyme : 3,2^ U/ml) et la 

20 variation de conductance est enregistree. 

La reaction enzymatique est standardisee par addition d'un petit 
volume (50 pi) d'HCl 10 M. Les variations de conductance dues a Phydrolyse 
sont alors converties en equivalent de protons liberes dans le milieu par la 
reaction enzymatique. Les vitesses d'hydrolyse s'expriment en equivalent de 

25 protons liberes par litre et par heure (H/i/h). 
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TABLEAU II 



Echantillons Sterilisation % Activi- Vitesse de 

te enzy- degradation 

matique en \xm (H*/l/h) 

CoUagene humain (!•) Non sterilise 100 1050 

Collagene H + Ch + GAG (2) Non sterilise *62 

Coliagene H + Ch + GAG (3) Rayons Gamma 32,2 f02 

Collagene H + Ch + GAG W Alcool 70" 38,9 3«fO 

GAG (5) non sterile 0 0 

Chitosan (6) non sterile 0 0 
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L'addition de chitosan et de GAG diminue de moitie la degra- 
dation du coUagene par la coUagenase. II n'y a pas de difference significa- 
tive entre le derme artificiel non sterile et celui steriUse aux rayons gamma 
ou a Talcool a 70**. 

Etude de la diffraction aux rayons X 

Cette etude permet de verifier Tintegrite de la molecule de 
collagene apres fabrication du derme artificiel et apres sterilisation. 

Les echantillons sont prepares a I'emporte-piece et aplatis de 
fagon a obtenir des pastilles de 1 cm de diametre et 1 mm d'epaisseur. Ces 
pastilles sont piacees dans un appareil de diffraction des rayons X relie a un 
systeme informatique. 

Les resultats sont donnes aux figures 2 a ^. 

On peut observer les pics et P2 caracteristiques du collagene 
sur la courbe A representee a la figure 2. 

Le pic permet de determiner la distance entre les molecules de 
collagene. Le Pic P2 traduit la distance entre deux acides amines. C'est sa 
presence qui permet de determiner le degre d'integrite de la molecule de 
collagene. 

Le pic 3 permet de connaitre le pas des helices de la molecule de 
collagene. C'est un pic particulierement difficile a visualiser. 

Le pic ^ n'est pas exploitable car il est donne par tous les 
elements amorphes contenus dans le derme artificiel. 

Sur la figure 3, la courbe B est celle du derme selon ^invention et 
la courbe C celle du collagene denature. On peut observer que le precede de 
fabrication n'altere pas la molecule de coUagene, puisque le pic est 
toujours present. 

Le pic 3 n'est plus visible. II doit etre masque par les residus du 
chitosan et de glycosaminoglycanes. 

Le pic P^ conserve une amplitude identique dans le derme 
artificiel et dans du collagene. seul. 

Les spectres de diffraction des rayons X observes sur la figure ^ 
montrent que les precedes de sterilisation n'alterent pas non plus la 
molecule de collagene. Sur la figure ^, la courbe D est celle du derme 
sterilise aux rayons X et la courbe E, celle du derme sterilise a I'alcool a 

Electrophoreses 

Une premiere serie d» electrophoreses sur gel de polyacrylam ide en 
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presence de SDS a ete realisee, Elle permet de separer les chalnes en 
fonction de leur poids moleculaire. 

Les resultats d'electrophorese du derme artificiel obtenu a partir 
de coJIagene bovin sont rassembles a la figure 5. Les pics alpha j, aipha2, 
5 Beta^^, Betaj2* caracteristiques d»un collagene bovin acido-soluble, sont 
presents et sont tout a fait comparabies a ceux obtenus avec un collagene 
bovin seuL L'absence de pic correspondant a des molecules de faible poids 
moleculaire confirmer que la fabrication n'altere done pas les molecules de 
collagene, ce qu'avait deja laisse supposer Tetude de la diffraction aux 
• 10 rayons X. 

Etude de la cytotoxlcite 

Une etude- de cytotoxicite directe et indirecte du derme artificiel 
selon I'invention sur des cultures de fibroblastes et de keratinocytes a ete 
realisee. Les resultats sont rapportes dans le tableau III. 
15 Dans chaque cas, aucun signe de cytotoxicite n'a ete observe. 

La morphologie des cellules reste identique a celle des temoins. 
La Vitesse de croissance est legerement augmentee. 
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TABLEAU ni 



Echantillon 



Cytotoxicite Vitesse 
Directe Indirecte de croissance 

cellulaire 



temoin sans derme 
artificiei 



Nor male 



CoIIagene H + Ch -f GAG 
sterilise a Talcooi 



Negative Negative Normale 



Collagene H + Ch + GAG 
sterilise aux Rayons 
Gamma 



Negative 



Negative Normale 



Collagene B + Ch + GAG 
sterilise a i'alcool 



Negative 



Negative Normale 



Collagene B + Ch + GAG 
sterilise aux rayons 
Gamma 



Negative 



Negative Normale 
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Etude de la biocompatibilite du derme artificiel 
Les dermes artificiels steriles sont rinces dans deux bains de 
serum physiologique et decoupes aux dimensions desirees a I'aide de 
materiel chirurgical sterile. 
5 L'animal choisi (rat blanc de laboratoire) est anesthesie par 

exposition a un melange d'oxygene et d*halothane, 

II est rase sur le dos et lave avec une solution antiseptique. Deux 
excisions de 2 cm^ sont pratiquees jusqu'au muscle sur le dos de Tanimal 
avec un minimum de saignement. L*une regoit du derme artificiel, Tautre 
10 sert de temoin. 

Un bourdonnet est suture sur chaque piaie et le tout est recouvert 
d'un pansement. 

Plusieurs series de trois rats sont reaiisees sur ce modele. 
Les animaux sont sacrifies a j 2, j 7, j 15,' j 21 et j 30. 
15 L'aspect du derme artificiel est alors note, une biopsie est 

prelevee jusqu'au muscle dans les deux plaies pour Tetude en microscopic 
electronique a balayage et a transmission ainsi que pour I'etude histologique. 

Le sang de l'animal est preleve par ponction intracardiaque en vue 
des recherches d'anticorps. 
20 Les resultats obtenus a j 2 montrent une reaction inflammatoire 

normale suivie a j 7 d'une colonisation cellulaire du derme artificiel. A j 13, 
aucune surinfection n'a ete observee. 

Les premiers resultats obtenus a j 21 montrent que le derme 
artificiel est toujours present et est bien colonise par les cellules. 
25 Le derme artificiel ainsi obtenu peut §tre epidermise en un second 

temps a Taide d'un pseudo-epiderme biodegradable ; selon I'invention on 
utilise de preference un pseudo-epiderme a base de chitosan seul ou associe 
a. des chondroltines sulfate et/ou a du coUagene, ainsi qu'eventuellement a 
^ des proteines de structure modifiee ou a d'autres polyelectrolytes- 
30 Une certaine iipophilie est avantageusement conferee au pseudo- 

epiderme par greffage chimique ou par application superficielle d'un succe- 
dane de sebum. 

Le materiau composite derme + pseudo-epiderme ainsi realise - 
presente tous les avantages enumeres ci-avant. II est de plus entierement 
35 biodegradable et pourra servir de support pour la culture des propres 
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keratinocytes du sujet et etre implante dans ies jours suivants les brulures. 

Relais precieux dans les techniques d' excision precoce du tissu 

brQle au 3eme degre, il permet un recouvrement immediate evite ies pertes 

exudatives et calprico-azotees, presente une barriere aux infections, limite 
5 les cicatrices hypertrophiques et les sequelles retractiques invalidantes. II 

est de plus un excellent support permettant d'envisager la culture de 

cellules epidermiques sur le malade lui-meme« 

Ainsi la reconstitution de la couche epidernnique se fera en m§me 

temps que celle de la couche dermique, solution attendue par tous les 
10 Centres de Brules. 

EXEMPLE 2 : REALISATION D'UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE 
FAVORISANT LA CROISSANCE DES CELLULES NERVEUSES 

On realise une solution a I % (P/V) de collagene dans de I'acide 
acetique 0,05 N gr§ce a un agitateur vertical. Quand la solution est bien 
15 honnogene, on dissout 0,15 % de chitosan, puis 0,06 % de glycosamino- 
glycanes. 

La solution obtenue, qui possede les mSmes concentrations que le 
derme artificiel est coulee dans des tubes de sUicones biocompatibles de 
diametre variant entre 2 et. 6 mm. Ces tubes sont lyophilises puis sterilises a 
Talcool a 70** ou aux rayons gammas. 

Ces tubes sont, dans un premier temps, prevus pour etre implantes 
chez^le lapin afin de tester les possibiiites de regeneration du nerf sciatique. 

EXEMPLE 3 : REALISATION D'UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE 
POUR LA REGENERATION DE TISSU OSSEUX 

On realise une solution a i % (P/V) de chitosan dans de Pacide 
acetique 0,5 N suivant la methode decrite dans I'exemple L On ajoute a 
cette solution 16 % de coUagene par rapport au poids initial de chitosan, puis 
8^ % de glycosaminoglycanes (toujours par rapport au chitosan). 

II se produit un precipite qui est accentue en ramenant le pH a un 
seuU proche de la neutralite. Ce precipite fibreux est recupere , 
presse et place dans des tubes de silicones biocompatibles de 0,9 a 1,5 cm de 
diametre. Au centre de ces tubes, une lumiere de 1 a 2 mm de diametre est 
realisee. EUe peut etre iaissee ainsi ou emplie d'une solution de . collagene 
(1 %), chitosan (0,15 %), glycosaminoglycanes (0,06 %), soit les concentra- 
3^ tions du derme artificiel. 

Les tubes* de silicone sont ensuite seches a Tetuve ou lyophilises. 
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Leur aspect est alors dur et fibreux. lis sont sterilises aux rayons c) ou a 
Talcool a 70*. Ces tubes sont, dans un premier temps, prevus pour etre 
implantes chez le lapin ou le chien pour etudier les possibilites de regene- 
ration et de reparation d'os ou de fragments d'os leses- * 

Du calcium peut &tre rajoute au melange initial de fa?on a se 
rapprocher plus encore de la structure de I'os normal. 

EXEMPLE » : UTILISATION DES MELANGES PRECEDEMMENT 
DECRITS POUR REALISER DES ENVELOPPES BIOCOMPATIBLES DE 
PROTHESES DEJA EXISTANTES 

Les protheses de silicone (prothese mammaire, prothese de men- 
ton...) ou de Dacron (ligaments) ne sont pas recolonisees par les cellules ou le 
sont tres lentement. 'Ceci occasionne des risques de glissement plus ou moins 
importants des protheses de silicone, notamment des protheses mammaires. 

Un materiau biocompatible enveioppant ces protheses permettra la 
regeneration d'un tissu qui empecherait ces glissements et constituerait une 
excellente interface prothese-tissus environnants. 

Realisation d'enveloppes biocompatibles 

Une solution de collagene, chitosan et glycosaminoglycanes est 
realisee dans les conditions de Texemple 3. Les proportions de chaque 
20 constituant varient suivant la forme et la taille de la prothese a recouvrir. En 
moyenne, les proportions optimales sont : collagene 0,5 % (P/V), chitosan 
0,08 % et glycosaminoglycanes 0,03 %. 

La solution obtenue est degazee a la centrifugeuse (trois quarts 
d'heure a 3000 tours/minute) puis le liquide homogene obtenu est etale sur 
toute la surface de la prothese et mis a I'etuve a 30°C jusqu'au sechage 
complet. 

La prothese et son enveloppe sont alors sterilisees a I'alcool ou aux 
rayons gammas. 

EXEMPLE 5 : UTILISATION DES DIFFERENTES MATRICES 
30 EXTRACELLULAIRES DECRITES DANS LES EXEMPLES 1 A 3 COMME 
SUPPORT DE CULTURE CELLULAIRE POUR DES ESSAIS PHARMACO- 
TOXICOLOGIQUES 

La solution decrite dans les exemples 1 a 3 est coulee dans des 
flacons, des boltes de Petri ou des plaques multipuits et sechee a Tetuve a 
3^ 30**C. Le film forme adhere a la bolte et represente un excellent support de 
cultures cellulaires. 

□ 'autre part, les matrices lyophiiisees peuvent etre utilisees in 



25 



wo 88/10123 



PCT/FR88/00303 



2^ 

vitro permettant de reaiiser des cultures tridimensionnelles de cellules 
(fibrobiastes, keratinocytes, chondrocytes...). 

Ces modeles de culture peuvent servir a Tetude pharmaco— 
toxicologique de differentes molecules chimiques ou medicamenteuses. 

Dans les industries pharmaceutiques, ces modeles sont de plus en 
plus utilises car ils permettent de faire un screening de families moleculaires 
et de reduire considerablement I'utilisation d'animaux de laboratoire. 
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- REVENDICATIONS - 

1- Biomateriaux, caracterises en ce qu*ils comprennent au moins un 
compose constitue par une association de collagene, de chitosan acetyie a un 
degre d'acetyiation compris entre environ 10 et environ ^0 % et de 

5 glycosaminogiycanes. 

2- Biomateriaux seion la revendication 1, caracterises en ce que le 
chitosan provlent de la N-desacetylation de chitine (poly-N-acetyl-giucosamine) 
microfibrillaire de carapaces de crevettes. - 

3- Biomateriaux selon les revendications 1 et 2, caracterises en ce 
10 que le chitosan presente un poids moleculaire compris * entre 150 000 et 

1 000 000. 

^- Biomateriaux selon Pune des revendications 1 a 3, caracterises 
en ce que le collagene est choisi parmi les collagenes type HI + I, d^origine 
humaine ou d'origine bovine, natif ou sans telopeptides, a structure heiicoTdale 
1-5 preservee en solution ou sous forme fibreuse. 

5- Application des biomateriaux selon Tune des revendications 1 a 
4 en orthopedie et chirurgie plastique. 

6- Application des biomateriaux selon Tune des revendications 1 a 
^ a la realisation de matrices extracellulaires pour la regeneration des 

20 cellules nerveuses. 

7- Application des biomateriaux selon I'une des revendications 1 a 
^ a la realisation de matrices extracellulaires pour la regeneration des os. 

8- Application des biomateriaux selon I'une des revendications 1 a 
4 comme support de cultures cellulaires. 

25 9- Application des biomateriaux selon I'une des revendications 1 a 

4 a la realisation d'enveloppes biocompatibles. 

10- Peau artificielle a base de collagene, de glycosaminoglycane et 
de chitosan, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement constituee d'une 
couche dermique de type velours comprenant un biomateriau selon Tune 

30 quelconque des revendications 1 a 

11- Peau artificielle selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que les glycosaminogiycanes sont choisies parmi les chondrortines ^- et 
6-sulfate et I'acide hyaiuronique. 

12- Peau artificielle selon les revendications 10 et 11, caracterisee 
35 - en ce que la couche dermique comporte entre 10 et 20 % de chitosan, entre ^ 

et 10 % de chondrortines ^- et 6-sulfate, ces pourcentages etant calcules par 
rapport au poids du collagene. 
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13- Peau artificielle selon I'une quelconque des revendications 10 a 

12, caracterisee en ce que la couche dermique comporte en outre une partie 
en poids d'acide hyaluronique, par rapport au collagene. 

1<^- Peau artificielle selon i'une quelconque des revendications 10 a 

13, caracterisee en ce que la couche dermique est associee a un 
pseudo-epidernne biodegradable a structure membranee. 

15- Peau artificielle selon la revendication 1^, caracterisee en ce 
que le pseudo-epiderme est un film de chitosan. 

16- Peau artificielle selon la revendication 1^ et la revendication 
15, caracterisee en ce que le film de chitosan est associe a des chondroTtines 
sulfate et/ou a du collagene. 

17- Peau artificielle selon les revendications 15 et 16, caracterisee 
en ce que les composants du pseudo-epiderme sont associes .a des proteines. 

18- Peau artificielle selon Tune quelconque des revendications 1^ a 
i5 17, caracterisee en ce qu*une certaine lipophilie est communiquee au 

pseudo-epiderme par greffage chimique de substituants non toxiques tels que 
les acides gras ou d'autres substances hydrophobes, ou par application 
superficielle d*un succedane de sebum contenant des acides gras libres ou 
esterifies ou toute autre substance contenue dans le sebum. 
20 19- Precede d'obtention d*une couche dermique artificielle selon 

l*une quelconque des revendications 10 a 13, caracterise en ce qu'il comporte 
les etapes suivantes : 

- dissolution de collagene acido-soluble ou fibreux de provenance 
humaine ou bovine dans de I'acide acetique ; 

25 - addition a la solution de collagene de chitosan de crevettes 

purifie ; 

- addition a la solution collagene-chitosan d*un melange de chon- 
droltines ^ et 6-sulfate, suivie eventuellement d'addition d'acide hyaluro- 
nique ; 

- neutralisation a pH 6,5 - 7, 

- lyophilisation ou transformation en film, 

- sterilisation. 
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